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摘要：以 0/:A为目标污染物，筛选出具有高效降解能力的优势菌株 0;和 0!，通过 ;F,MN2(序列的测定和同
源性比较分析，分别将其鉴定为产碱菌属（!"#$"%&’(’) )* +）和芽孢杆菌属（,$#%""-) )* +），并通过驯化提高其降
解能力。通过实验研究生长条件对 0/:A去除效果的影响。实验得出最佳降解条件：温度为 "$O，8P值为
%，菌体接种量为 #>Q。% L的降解率最高可达 &<R!S。
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多氯联苯（045JHB54M@D?U7L :@8B7DJ5A，简称 0/:A）
系一组化学性质极其稳定的氯代烃类化合物。因其

具有良好的抗热性、不可燃性、低蒸气压和高介电常

数等物理特性而被广泛应用于许多行业中。0/:A
进入土壤水环境中可通过食物链对生物体产生影

响，对人类健康危害极大［;］。虽然目前各国已普遍

减少使用或停止生产 0/:A，但其在土壤中的残存部
分已经造成了大范围的污染。

由于 0/:A具有高度持久性、半挥发性、生物积累
性和高毒性，因此被列入 0-0A 的首批行动计划名
单［!］。在对土壤水环境中的 0/:A处理方面，微生物
法是一种经济、环保的方法。但目前国内外的研究表

明，筛选出的菌种只能以较慢的速度降解含 0/:A浓
度较低的废物和废水，且高效降解菌的筛选尚未有重

大进展，存在筛选出的菌种少、效率低等问题［"!#］。

本文以 0/:A为目标污染物，筛选出具有高效降
解能力的优势菌株，并对其进行了初步鉴定。通过

实验研究了生长条件对菌体降解效果的影响。

E 材料与仪器设备

E 6E 仪器设备
使用安捷伦气相色谱 ]/F<&$（美国制造），分光

光度计（上海制造），生化培养箱（广东制造），手提式

压力蒸汽灭菌器（上海制造），QN9!!( 医用离心机
（北京制造），恒宇电热恒温培养箱（上海制造），

-Q^_0.,/P!$显微镜（日本制造）等。
E 6F 供试材料及培养基
利用变压器绝缘液体配制 0/:A原溶液，通过气
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相色谱检测其质量浓度为 !"#$%&’ ( )。
富集培养基：蛋白胨 !*$* ’，牛肉膏 %$* ’，

+,-.%$* ’，蒸馏水 ! )。
基础培养基：+/0+12 为 ! ’，3-. 为 *$# ’，

3/4510为 4 ’，+,4/510为 2 ’，6’710·#/41为 *$# ’，
-,-.4为 *$*4 ’，+,-. 为 ! ’，蒸馏水为 ! )，8/ 值为
#$4 9 #$0，5-:;按需要量加入。
! <" 试剂
采用 5-:;!4=* 标准品（纯度为 >>$>>?），!"#

@+A聚合酶，正己烷（AB），/-.，+,1/，牛肉膏，蛋白
胨，+,-.。

# 实验方法

# <! 菌种的筛选
利用从受 5-:;污染的土壤中筛选得到的菌株

及净水菌剂进行降解效果实验，实验菌株包括：!号
菌（铜绿假单胞菌），4 号菌（洋葱伯克霍尔德菌），2
号菌（烟曲霉菌），0 号菌（净水菌剂）。分别将菌体
接入富集培养基，培养 ! C后转接入 !%* &)含有等
量 5-:;溶液的基础培养基，用 5-:;空白溶液作对
照，进行摇床培养（2*D，!4* E ( &FG）。0 C后取出，离
心 4*&FG，取上层清液 4* &)于干燥的分液漏斗中，
加入 %&)正己烷萃取，经萃取的有机相液体进气相
色谱检测［#!"］。

根据检测结果，筛选出降解效果最好的菌株 0
号菌，通过逐渐增加培养基中 5-:;含量对其进行驯
化，经 2* C驯化得到高效降解 5-:;的菌株，对其进
行进一步纯化，划线分离得到两种单一菌株，命名为

5!和 54。分别对 5!、54和二者的混菌进行降解效
果实验，确定混菌为后续实验所用菌株。

# <# 菌株的!=7E@+A扩增和序列测定［=］

以 5!和 54菌体作为模板，利用通用引物：H4#
（%I!AJAJKKKJAK--KJJ-K-A!2I）和 B!0>4（ %I!
KA--KKJKKA-JA-KK!2I）进行 5-B 扩增。反应体
系：!* L MNOOPE，4$%")（含 4* &&Q. ( ) 的 6’4 R ）；
C+K5，*$%")（!* &&Q. ( )）；K,S 聚合酶，!$4%")；模
板，!$*")；引物，!$*")；超纯水，!"$#%")。反应条
件：>* D预变性 % &FG；>0D变性 2*;，0*D退火 2* ;，
#4D延伸 ! &FG，经 0% 次循环后，#4D保温 !* &FG。
!=7E@+A序列测定由上海生物工程公司完成。
# <" 菌体生长曲线的测定
将菌体接入基础培养基，置于摇床中（2*D，

!4* E ( &FG）进行摇瓶培养，在不同培养时间取菌液，
测定培养基光密度，绘制生长曲线。

# <$ 影响降解效果的因素分析
# <$ <! 8/值对去除效果的影响
将培养 24 T的菌体 2 &)分别等量接入到 = 个

含有 !%*&)基础培养基的三角瓶中（其中 5-:;为
4&)），调节 8/值为 %、=、=$%、#、#$%、"，在相同条件
下进行摇瓶培养（2*D，!4* E ( &FG），检测 ! C、4 C、2 C、
% C、# C的 5-:;残留量。
#%$%# 温度对去除效果的影响
将培养 24 T的菌体 % &)分别接入到 =个含有

!%* &) 基础培养基的三角瓶中（含 5-:; 原溶液
4&)），分别在 #D、!%D、4*D、4%D、2*D条件下进行
降解实验，检测 ! C、4 C、2 C、% C、# C的 5-:;残留量。
#%$%" 菌体接种量对去除效果的影响
将培养 24 T的菌液分别量取 2 &)、% &)、# &)、>

&)、!!&)（菌液浓度为 !$% L !*> 个 ( &)）接入至 =个
含有 !%*&)基础培养基的三角瓶中（其中 5-:;原
溶液为 4&)），将 8/值和温度调节到最佳值进行培
养，检测 ! C、4 C、2 C、% C、# C的 5-:;残留量。
# <& 5-:;浓度的测定
萃取后的待测液进气相色谱测定。

气相色谱测试条件：HU@ 检测器，/5#="2 自动
进样器进样体积为 !")，采用恒流方式进样，进样口
温度为 4%* D。柱流量为 4$* &) ( &FG。炉温采用程
序升温方式，初始温度 !%*D，保持 !&FG，以 2D ( &FG
的速度升至 4#*D，保持 4 &FG，再以 4*D ( &FG 的速
度升至 4"*D，保持 !*&FG。载气为高纯氮气。

" 结果与讨论

" <! 菌落形态观察及鉴定
经观察，5!菌落形态（平皿培养 40 T）：黄白色、

半透明、圆形、直径 0$% 9 =$% &&、表面光滑圆润、边
缘不整齐。54菌落形态（平皿培养 40T）：黄白色、不
透明、圆形、直径 = 9 " &&、表面光滑湿润、中间隆
起、边缘整齐。

严格按照显微镜操作方法，经染色观察，5! 为
球菌，54为短杆菌，菌体形态如图 !所示。

图 ! ’!、’#菌落的形态特征

经革兰氏染色观察到：5! 和 54 均为革兰氏阴
性菌。

扩增菌株的 !=7E@+A全长基因，序列测定后在
JPG:,GV进行网上同源性的比对分析，发现 5!菌株与
产碱菌属内的多种菌的 !=7E@+A一致性达到 >>?，54
与芽孢杆菌属的多种菌的 !=7E@+A一致性达到 >"?。
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通过此保守序列与 !"#$中入库的 %&’()!*的比较结
果可知，+%菌株属于产碱菌属（!"#$"%&’(’) )* +），+,菌
株属于芽孢杆菌属（,$#%""-) )* +）。
! -" 生长曲线的测定
经测定，混菌的生长曲线存在 .个时期（图 ,）：

!迟缓期 / 0 ,1，"对数期 . 0 2,1，#稳定期 2, 0 .31，

$衰老期 .31以后。由图 ,看出 2,1基本达到了对数
生长期的末期，故在以后的试验中培养时间都取 2,1。

图 " 菌体生长曲线

! -! 45值对去除效果的影响
每种微生物都有其最适的 45值生长范围，不同

45值条件下菌体对 +"#6的去除效果如图 2所示。

图 ! #$值对 %&’(去除效果的影响

由图 2 可知：45值在 7 0 3 之间，菌体对 +"#6
均有一定的去除效果。但大体趋势均呈现出第 ,天
的 +"#6去除率稍高于第 2天，即第 2天 +"#6含量
有所增加。分析原因可能为菌体对有机物的吸附所

致［8］。即开始的两天由于菌体自身生理特征吸附了

部分 +"#6，而菌体经离心将 +"#6带走。随时间增
加，后 2天的 +"#6去除率逐渐升高，判断得出菌体
对 +"#6的降解作用起主导。
从图 2可知，当 45值为 9时，+"#6去除率最高。

随 45值的下降，菌液中氢离子数量增加，使得菌体的
生长受到抑制，脱氯速度降低，而当溶液呈碱性，菌体

生长同样受到抑制，因此导致 +"#6去除率降低。
! -) 温度对去除效果的影响
温度是菌体生长受制因素之一，不同温度下菌

体去除 +"#6的实验结果如图 .所示。
由图 .可以看出，随温度上升菌体的生长状况

逐渐完善，当温度达到 2/:时，9 ; 去除率达到
89<3&=。同时发现，在菌体生长状况良好情况下
（温度在 ,/ 0 2/:之间），前两天的 +"#6 去除率相

差不多。这是由于实验接种量相同，即单位体积培

养基内菌体数量一致，而菌体的数量间接决定其所

能吸附的 +"#6含量，因此当菌体数量接近时导致测
得的 +"#6含量相差不多。

图 ) 温度对 %&’(去除效果的影响

! -* 接种量对去除效果的影响
将底物 45值调节至最佳值 9，温度调节至最佳

值 2/:，通过改变菌体接种量进行去除效果实验，
结果如图 7所示。

图 * 接种量对 %&’(去除效果的影响

由图 7可知：当 45值和温度都选择最佳条件
时，接种量为 7 >?的去除效果最好。当接种量较小
时，去除率随菌量增加而逐渐增大，但并非接种量越

高去除效果越好，这是由于接种量过大时使细菌处

于贫营养状态，生长代谢受到一定程度的限制，从而

降低了降解速率［%/］。但同时可看出，当接种量过大

时，+"#6在开始的两天内去除率很高，到第 2 天之
后去除率才明显降至较低水平，分析结果应该是由

于菌量的增加加剧了菌体的吸附功能，而使得测得

的 +"#6 含量较低。由图 7 可知，当接种量为 7 >?
时，9 ;的去除率达到 83<,=。

) 结 论

通过 %&’()!*序列的测定和同源性比较分析，
将所得菌株 +%鉴定为产碱菌属（!"#$"%&’(’) )* +），+,
鉴定为芽孢杆菌属（,$#%""-) )* +）。经驯化后的菌体
对 +"#6去除效果较好。通过生长曲线的测定，确定
最佳培养时间为 2, 1。通过条件实验得出：当温度
保持在 2/:、45值为 9、菌体接种量为 7>?时，+"#6
降解效果最好，9 ; 后 +"#6 的去除率最高达到
83<,=。 （下转第 7.页）
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吸附到藻细胞表面，聚合物的数量、分子量、聚合物

中正电荷密度影响混凝剂的除藻效率，混凝剂制备

时应综合考虑以上因素。
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由以上计算结果可见，南宁污水处理厂全部投

产运行后，各功能区的水环境容量，除邕江饮用、工

业用水区的 !Q 因不受南宁市的排污影响而不变

外，其他功能区的增加值均为正值，而且最小增加量

为 CAB , U +。

! 结 语

由以上分析计算结果可知，南宁市污水处理厂

投入运行后，排入邕江的 E#V 和、HFAKH 比投产前
分别减少了 @DWCX和 ?@WCX；邕江的 E#V和 HFAKH
的环境容量分别增加了 ! R@D , U +、SR? , U +。总之，南

宁市污水处理厂全部投入运行后，邕江的水质将得

到明显的改善。
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